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) Feste Trager fur analytische MeSverfahren, ein Verfahren zu ihrer Herstellung sowie ihre Verwendung 

) Die Erfindung botrifft feste Trager fur analytische MeSver- 
fahren, die im wesentlichen aufgebaut sind aus einem 
inerten festen Tragermaterial, auf dem hydrophile MeBberei- 
che, durch eine hydrophobe Beschichtung voneinander 
getrennt sind, wobei mindestens 10 MeSpunlcte pro cm 2 auf 
dem Trager aufgebracht sind. Werterhin betrifft die Erfin- 
dung ein Verfahren zur Herstellung der Trager, sowie die 
Verwendung der Trager in der Diagnostik, in der Wirkstoff- 
suchforschung, in der kombinatorischen Chemie, im Pflan- 
zenschutz. in der Toxikologie oder im Umweltschutzbereich. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft feste Trager fur analytische MeBverf ahren, die im wesentHchen aufgebaut sind aus 
einem inerten festen Tragerraaterial auf dem hydrophfle MeBbereiche, die gegebenenfalis mit einer Oberfla- 
s cbenladung versehen sind, durch mindestens eine hydrophobe Beschichtung voneinander getrennt sind, wobei 
auf dem Trager groBer oder gleich 10 MeBpunkte pro cm 2 auf gebracht sind. Weiterhin betrifft die Erfindung em 
Verf ahren zur Herstellung der Trager, sowie die Verwendung der Trager in der Diagnostik, in der Wirkstoff- 
suchf orscbung, in der kombinatorischen Chemie, im Pflanzenschutz, in der Toxikologie oder im Umweltscbutz- 
bereich. 

io Eine Hauptaufgabe der Wirkstoffsuchforschung im Pflanzenschutz oder in der Medizin ist die Identifizierung 
neuer Leitstrukturen und die Entwicklung von Wirkstoffen, die aus diesen Strukturen hervorgehen. 

In der klassischen Wirkstoffsuchforschung wurde die biologische Wirkung neuer Verbindungen in einem 
Zuf alls-Screening am ganzen Organismus beispielsweise der Pflanze oder dem Mikroorgaiusmus getestet Dabei 
wurden komplexe In-vitro- und In-vivo-Testmethoden eingesetzt, mit denen pro Jahr nur einige hundert Sub- 
is stanzen getestet werden konnten. 

Die biologische Testung war dabei gegenuber der Synthesechemie der limitierende Faktor. 
Durch die Bereitstellung moiekularer Testsysteme, die in der Molekular- und Zellbiologie entwickelt wurden, 
hat sich die Situation drastisch verandert. Diese molekuiaren Testsysteme wie beispielsweise Rezeptorbindungs- 
assays, Enzymassays oder ZeU-Zellinteraktionsassays lassen sich in der Regel gut in Mikrotiterplatten in Reak- 
20 uonsvolumen zwischen 50 bis 250 ul durchfuhren und einfach automatisieren. Die Automatisierung und Miniatu- 
risierung dieser Testsysteme ennogiicht einen hohen Probendurchsatz. Durch diese Entwicklung lassen sich 
groBe Zahlen verschiedener Chemikalien auf eine mdgliche Verwendung als Lefcstniktur in der Wirkstoffsuch- 
forschung testen. 

Ein modernes automatisiertes Testsystem erraOgUcht in einem Massenscreening die Pruning von 100 000 und 

25 mehr Chemikafien pro Jahr auf ihre biologische Wirkung. Mikrotherplattenassays werden sehr haufig verwen- 
det, da sie in der Regel geringe Kosten verursachen, sehr richer und we nig storanfallig sind 

Um die Leistungsfahigkeit dieser Testsysteme voll ausschopf en zu konnen, wurden und werden immer neue 
Festphasensynthesen in der kombinatorischen Chemie entwickelt 
Die kombinatorische Chemie ennogiicht die Synthese einer bretten Vielfalt unterschiedlicher chemischer 

30 Verbindungen, sogenannter Substanzbibiiotheken. Dies gilt insbesondere, wenn sicb die kombinatorische Che- 
mie der automatisierten Festphasensynthese bedient (s. z. B. Obersichtsartikel L Med. Chem. 1994, 37, 1233 und 
1994, 37, 1385). Die Synthese an der Festphase hat den Vorteil, daB eine groBe Vielzahl an Verbindungen 
synthetisiert werden konnen und daB Nebenprodukte und uberschussige Reaktanten leicht entfernt werden 
konnen, so daB eine aufwendige Retnigung der Produkte nicht notwendig ist 

35 Durch die Vielzahl der synthetisierten Verbindungen in der kombinatorischen Chemie kann die Leistungsfa- 
higkeit moderner automatisierter Testsysteme von Seite der aemikalienvielf alt voll acsgenutzt werden. Da 
aber im Gegensatz zur klassischen Wirkstoff synthese die zu untersuchenden Chemikalien bei der Synthese 
mittels kombinatoriscber Chemie nicht in beliebiger Menge zur Verfugung stehen, kann auf grand der erforderO- 
chen Chemikalienmengen in den Testsystemen nur eine eingeschrankte Zahl von Testsystemen gepruft werden. 

40 En weiterer Nachteil der vorhandenen Testsysteme beispielsweise in der Wirkstoffsuchforschung, in der 
Diagnostik, im Umweltschutz oder Pflanzenschutz ist, daB fur viele Testsysteme die benotigten Reagentien wie 
beispielsweise Enzyme. Antikorper, Rezeptoren, Fluoreszenzfarbstoffe, radioaktxv oder sons tig markierte li- 
ganden, Cytokine, Aktivatoren, Inhibitoren oder sonstige Reagentien teuer, schwer hersteflbar sind und/oder 
nicht in ausreichender Menge hlr die automatisierten Tests zur Verfugung stehen. 

45 In DE- A 44 35 727 wird ein Ansatz zur Reduknon der fur einen Test bendtigten Reagentien beschrieben. 

Nachteil dieses Verf ahr ens ist, daB der Trager fur die Messungen erst aufwendig in einem mehrstufigen 
Verf ahren hergesteflt werden muB. 

Ein weiterer Nachteil ist, daB die Reaktionen, die mit diesem Tragermaterial durchgefuhrt werden kdnnen, auf 
festphasengebundene Reaktionen wie die Reaktantenbindung zwischen Antikorpern, Andgenen, Haptenen 

50 oder Nudeinsauren beschrankt sind Reaktionen in Losung konnen mh dieser Methode nicht durchgefuhrt 
werden. 

Es bestand daher die Aufgabe, ein neues anarytisches MeBverf ahren, das ohne die genannten Nachteue 
durchf Qhrbar ist, zu entwickeln und fur die Wirkstoffsuchforschung, die Diagnostik, den Umweltschutz, den 
Pflanzenschutz, der Toxikologie oder fur die kombinatorische Chemie zur Verfugung zu stellen. 

55 Die gestellte Aufgabe konnte dadurch geldst werden, daB man den eingangs beschriebenen festen Trager fur 
das MeBverf ahren verwendete. 

Es wurde gefunden, daB die Oberflachenspannun& die einer weiteren Miniaturisierung der vorhandenen 
Mikrotiterplattentechnik zu immer kleineren Reaktionslochern ( = Wells) hin im Wege steht, da durch sie in sehr 
kleinen Mikrodterplattenvertiefungen Krafte wie die Adhasion der Reaktionsflussigkeit an dieX)berflache der 

60 Mikrotiterplatten oder die Kapillarkrafte eine immer groBere Rolle spielen und so eine Befullung der Reaktions- 
tocher und damit eine Messung unmogiich machen, fur die erfindungsgemaBen Trager vorteilhaft genutzt 
werden kann. 

Unter hydrophilen MeBbereichen des Tragers sind Gebiete des Tragers zu verstehen, auf denen bzw. m denen 
nach Aufbringung der Reaktionsflussigkeit und damit der Reaktanten die Messung dHirchgefuhrt wird (siehe 
65 Nummer 2 in den Fig, 1,3 und 4> Sie entsprechen damh den "WehV' bzw. den Vertiefungen der Mikrotiterplatten 
und werden nachstehend als "MeBbereiche oder MeBpunkte" bezeichnet 

Die hydrophilen MeBbereiche des Tragers sind vorteilhaft von einem hydrophoben Bereich (siehe Nummer I 
in den Fig. 1 bis 4) umgeben. Dieser hydrophobe Bereich kann aus mindestens einer hydrophoben BescKchtung 
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aufgebaut sein, die den Trager vollstandig oder nur teilweise mit Unterbrechungen bedeckt Diese Unterbre- 
chimgen(sieheNununer5indenFig.l W^^^ 

Die Fig. 1 bis 4 dienen der beispielhaften Verdeutiichiing der erfindungsgemaBen Trager. 

Die Mefibereiche sowie die sie voneinander trennenden hydrophoben Bereiche (siehe Nummer 1 in den Fig. 1 
bis 4) konnen beispielsweise durch Mflcrouthographie-, Photoatz-, Mikrodruck- oder Mikrostempeltecbnik 5 
aufgebracht werden oder mit Hiife einer Maskentecbnik aiifgespruht werden- Aus der HemeHungstechnik von 
Druckplatten sind photochemische Verf ahren bekannt, mit denen Oberflachen von Flatten oder Waken gezielt 
an bestimmten SteQen hydrophob und an anderen Stellen bydrophil gemacht werden konnen. Mit dieser Technik 
lassen sich beispielsweise auf einf ache Weise auf einem Trager, z. B. auf einer Glas- oder Metailplatte, ein Raster 
von mehreren Tans end regelmafiig angeordneten hydrophilen Mefiberetchen (siehe Nummer 2 in den Fig* i, 3 io 
und A), umgeben von hydrophoben Begrenzungen (siehe Nummer 1 in den Fig. 1 bis 4), hersteDen. Dabei konnen 
zunachst ein oder mehrere hydrophobe Beschichtungen auf den Trager auf gezogen werden und anschfieBend 
die Mefibereiche an den gewunschten Stellen aufgebracht werden oder umgedreht zunachst die hydrophilen 
Mefibereiche und dann die hydrophoben Bereiche oder betdes gleichzeitig aufgezogen werden. Es konnen auch 
mehrfach hydrophile Mefibereiche an die gleiche SteQe aufgctragen werden. ts 

Fig. 2 gibt beispieihaft einen erfmdungsgemafien Trager in Grofie einer Mikrotiterplatte wieder. 

Die Mefibereiche konnen eine beliebige Form haben. bevorzugt sind runde Mefibereiche. 

Die hydrophobe Beschichtung oder Beschichtungen konnen zusammenhangend auf den Trager aufgebracht 
sein oder aber mit beliebig gestalteten Unterbrechungen versehen sein. Sie konnen auch als separate Bereiche 
um die Mefibereiche liegen, bevorzugt sind hydrophobe Ringe, die die hydrophilen Mefibereiche voneinander 20 
trennen. 

Die hydrophobe Beschichtung bzw. Beschichtungen sollen das Verlauf en der MeBbereiche ineinander verhin- 
dern und so eine exakte Messung einzeiner Reaktionsansatze ennoglichea 

Prinzipiell ist es moghch, jede beliebige Anzahl von Mefipunkten auf einen Trager aufzubringen, bevorzugt 
sind grofier oder gleich 1 0 MeBpunkte pro cm 2 , besonders bevorzugt sind groBer oder gleich 15 MeBpunkte pro 25 
cm 2 , ganz besonders bevorzugt sind grofier oder gleich 20 MeBpunkte pro cm 2 . Dabei werden Reaktionsvolumi- 
na von wenigen nl bis zu einigen ul aufgetragen, bevorzugt werden Volumina kleiner 5 ul, besonders bevorzugt 
kleiner oder gleich 1 uJ, aufgetragen. 

Die Mefipunkte konnen in beiiebigen Rastern auf den Trager auf gebracht werden, bevorzugt sind quadrati- 
sche oder rechteckige Raster. . 30 

Der inerte feste Trager kann aus einer ebenen, planaren Ptatte eines eben solchen Blockes oder einer Folie 
beliebiger Form und Grofie bestehen, die gegebenenfalls kleine Mulden (siehe Fig. 4) an den SteQen der 
Mefibereiche haben Ir**™, bevorzugt sind plane Trager (siehe Fig. 3). Bevorzugt sind rechteckige oder quadra ti- 
sche Trager, besonders bevorzugt sind rechteckige Trager in Grofie einer Standardmikrotiterplatte (1273 mm 
x 85,5 mm) oder ganzzahfige Vieifache der Mikrotiterplatten, die groBer oder kleiner sein konnen wie beispiels- 35 
weise die sogenannten Terasaki- Platten (81 mm x 56 mm, 60 Mefipunkte). Die bevorzugte Grofie der erfm- 
dungsgemafien Trager hat den Vorteil, daB die gesamte Peripherie der automatisierten Mikrodterplattentechnik 
ohne Umbau verwendet werden kann. 

Der Trager kann beispielsweise aus Materialien bestehen wie Glas, Keramik, Quarz, Metall, Stein, Holz, 
Kunststoff, Gumrni, Silicium, Germanium oder Porzellan. Die Materialien konnen in reiner Form, als Mischun- 40 
gen, Legierungen oder Blends oder in verschiedenen Schichten oder nach Beschichtung beispielsweise mit einem 
Kunststoff oder einem Lack zur Herstellung der erfindungsgemaBen Trager verwendet werden. Bevorzugt 
werden transparente Trager aus Quarz, Glas, Kunststoff, Germanium oder Silicium hergesteih, die fur afle 
visueHen Tests wie mikroskopische, kameraunterstutzt e, laserunterstutzte Tests geeignet sind. 

Als transparente Kunststoff e sind alle amorphen Kunststoff materialien, die einphasig oder mehrphasig mit 45 
gicichen Brechungsindex wie Polymere aus Acrymhril-Butadienstyrol oder mehrphasig mit unterschiediichem 
Brechungsindex, bei denen die Domanen der Kunststofflcomponenten Bereiche bilden, die kleiner als die 
Weflenlange des Lichts sind wie beispielsweise die Blockcopolymere aus Porystyrol und Butadien (sog. Porysty- 
roI/Butadienblends) geeignet 

Als besonders geeignete transparente Kunststoff e seien hier Porystyrol, Styrolacrylnitril, Porypropylen, Poly- 50 
carbonat, PVC (= PolyvinylchloridX Polymethylmethacrylat, Polyester, Silicone, Poryethylenacrylat, Polylactid 
oder CeHuloseacetat, Cellulosepropionat, Cellulosebutyrat oder deren Mischungen genannL Silicium- oder 
Germanium trager eigne n sich besonders fur Anwendungen, bei denen eine Detektion oder Induktion der 
Reaktion ubernahes Infrarotlicht erforderlich ist 

Der erfindungsgemafie Trager kann auch in Form eines Transportbandes ausgefuhrt sein, das bei Automatic 55 
sierung der Assays an den Beschickungs-, Inkubations- oder Detektionsstationen vorbeDaufen kann. 

Ein Verf ahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen Trager geht beispielsweise yon Keramik-, Quarz- oder 
Glasplatten aus. Der Trager wird dazu zweckraifiigerweise zunachst mit einem Reinigungsmittel beispielsweise 
einem Alkohol, einem alkalischen Reiniger oder einem sauren Reiniger wie Reacalc® (enthalt laut Angabe der 
Firma Chemotec GmbH, Phosphorsaure und Tenside) gesaubert Zur Verbesserung der Reinigung kann diese 60 
vorteOhafterweise in einem Ultraschallbad vorgenommen werden. Nach der Reinigung wird der Trager direkt 
oder nach Spulung mit Wasser und/oder Alkohol oder mit einem Alkohol/Wassergemisch getrocknet Die 
hydrophobe Beschichtung des Tragers erfolgt beispielsweise mit einer l%igen Hexadecyl-trimethoxy-silanld- 
sung in einem Ldsungsmittel wie Isopropanol/H20 (9 : 1) mit Hilf e einer Stempeltechnik. Der Stempel wird kurz 
auf den Glasobjekttrager zum Aufbringen der l%igen Hexadecyi-trimethoxy-silanldsung gedruckt Anschlie- 65 
Bend wird der Trager getrocknet Vorteilhafterweise wird der Glas trager bei erhohten Temperaturen, das heifit 
bei Temperaturen grofier 80° Q getrocknet Yorzugsweise wird der Trager nach Trocknung nochmals zur 
Entfernung von uberschussigem Hexadecyl-uimethoxy-silan gespult beispielsweise mit einer Alkohoi/Wasser- 

3 
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mischung wic Isopropanol/HzO (9 : 1), j i_ i- 

Gegebenenfalls wird mit dieser Stempehechnik eine zusatzliche Oberflachenladung im Bereich der h ophi- 
len MeBpunkte aufgebracht Diese Oberflachenladung kann beispielsweise durch das Aufbringen yon F men, 
sauren oder basischen Polymeren wie Polyiysin oder sauren oder basischen Molekulen erzeugt werden 

Zum Aufbringen von Probenmaterial und Reagenzien eignen sich alle Methoden, die^Flussigkeitta^ngen 
zwiscben wenigen nl und wenigen uJ dosieren konnen, wie beispielsweise Tecfanfcen, die mTmtenstraMdruckern, 
sogenannte Ink-Jet-Tecfanologie (siehe DE-A40 24 544) oder in der Dun^iiB-ZytoiMtnt^ m infouiiDtai 
Zelisortern (Horan, PJC, Wheeless, IX, Quantitative Single Analysis and Sorting, Science 1977, 198, 149- 157) 
verwendet werden. Die Tropf enbildung kann dabei mh piezoelektrischer Zertropfung (WtrasAaD), jiezoelek- 
trischer Tropfenausschleuderung oder Ausscfaleuderung durch Verdampfung (Ink-Jet-Tecnnik) erfolgen. fcs 
kdnnen Systeme mit permanenter Tropfenerzeugung oder Systeme, die Tropfen auf Anforderung erzeugen, 
verwend et werden* 

MH diesen Techniken k6nnen einzelne Tropfchen exakt dosiert und gezielt auf die einzetoen Mrophilen 
MeBpunkte der Mmti-Anafysen-Oberflache des Tragers plaziert werden, indem aim Beispiel der Trager unter 
einer oder mehreren parallel angeordneten Dflsen 5 entsprechend dem Takt der dosierten Flussgkett und 
entsprechend dem vorgegebenen Raster bewegt wird. Ebenso kann audi die Dodervomcfatung beispielsweise 
aus raindestens einer Dflse Oner dem Trager entsprechend dem Takt der dosierten FlQssigkeit und entsprechend 
dem vorgegebenen Raster bewegt werden. . ™ „_ j- 

Es kdnnen mit diesen Techniken, falls erforderucb, verschiedene Reagentien und/oder einzelne Zellen an die 
vorgegebenen Orte (= MeBpunkte) auf der Trageroberflache plaziert und zur Reaktion gebracht werden. Von 
Vorteil ist, daB bei den erfmduogsgemaB bevorzugten kleinen Volumina im Bereich von etnigen i Nanohter bis zu 
wenigen MikroUter eine Vermischung der Reaktanten durch Diffusion sehr rasch eintntt, so daB emebesondere 
mechanische Mischvorrichtung nicht notwendig ist Es konnen auch vor der Zugabe von FlOsagkeitstropfchen 
zur Durchfuhrung der eigentfichen Analyse gewisse liganden, Z.B. Proteine oder Nuclemsauren, auf dem 
Trager in adsorbierter oder chemisch gebundener Form vor der Zudosienmg der MeBproben und der Reagen- 
tien bereits vorliegen. . _ . . t . 

Weitere Vorteile der ernndungsgemaBen Trager sind die Bnspaning an Substanzen wie beispielsweise an zu 
testenden Chemikafien, an Enzymen, an Zellen oder sonstigen Reaktanten, an Zeh durch erne weitere Steigerung 
gegebenenfalls automauaerter paralleler Reaktionsansatze, an Platz- und Personalbedarf, durch erne weitere 
Miniaturisierung der Reaktionsansatze und dadurch letztlich auch an GekL 

Die auf den Tragern abgelegten Tropfchen konnen auch in Form von Gehropf chen auf den Tr^er auf 
gebracht werden, die sich gegebenenfalls anschlieBend verfestigen und so die Verdunstung der ReaknonsflGssig- 

k ^ie*VeSstung der Reaktionsflussigkeit (siehe Nummer 3 in den Fig. 3 und 4) kann auch durch Oberschich- 
tung mit einer hydrophoben Flussigkek (siehe Nummer 4 in den Fig. 3 und 4), wobei die hydrophobe Besctach- 
tung oder Beschichtungen wie ein Anker wirken, verringert werden (Fig. 3 und 4). Bevorzugt zur Uberschich- 
tung werden niedrigviskoseOle wie SBikonole verwendet . 4 

Die Verdunstung kann auch durch Inkubation der Trager in einer nahezu wasserdampf gesatugten Atmospna- 
re reduziert werden. . 

Durch KOhhing der TrSger kann die Verdunstung ebenfalls reduziert werden. 

Es kSnnen einzelne der genannten Elemente zur Verminderung der Verdunstung verwendet werden oder 
deren Kombinationen. _ , , ^r-u_* 

Die erfindungsgemaBen Trager eignen sich prinzipien fur alle heute m Mikromerpbtten. JT^*™^ 
Anatysenmethoden, wie beispielsweise koterimetrische, fluorimetnsche oder densrtometnsche Methoden. Dabei 
kdnnen die Lichtstreuung, Trubung, weDenlangenabhangige Lichtabsorption, Fluoreszenz, Lunmeaejo* Ra- 
man-Streuung. ATR ( = Attenuated Total Reflection Radioaktmtat Isotopenmarkiening, pH-Veranderungen 
Oder lonenverschiebungen vorteilhaft alleine oder in Kombination genutzt und gemessen werden, urn nicr nur 
einige der raoglichen MeBgroBen zu nennen. ni_i— — 

Ms mogliche auf den erfindungsgemaBen Tragern durebfuhrbare Anatysenmethoden seen hier die Bindung 
von Antikorper an Antigene, die Wechsehvirkung zwischen Rezeptoren undUganden, die spenfcche Spahung 
von Substratmolekulen durch Enzyme, die Pohanerase-Kettenreakuon (TCR^ Aggjutinationstests oder die 
Wecbselwirkung zwischen verschiedenen oder gleichen Zeutypen wie Enzymassays, Titratwnswsayswie vtru- 
stitrationsassays, Erythrozyten- oder Plattchenaggregationsassays, Agglutmationsassays mit LatexkOgeicnen, 
ELISA-(- Eiizyme-linked immunosorbent assay) oder RIA-(= Radk>immunoassay)genannt 

Die erfindungsgemaBen Trager konnen beispielsweise in der Diagnosuk, in der Wirkstoffsuchforacfcung ,m 
der kombinatorischen Chemie, im Pflanzeoschutz, in der Toxikologie, im Umweltscfautz beispielsweise bei 
cytotoxikologischen Tests, in der Medizinoder der Biochemie eingesetzt werden. 

Die erfindungsgemaBen Trager sind besonders fur das Massenscreening geeignet. 

Besonders geeignet sind die ernndungsgemaBen Trager fur alle modemen bflderfassenden und bildauswerten- 

de D^fo^eTd^ t Bdspiele dienen der weiteren Veranschaulichung der Erfindung, ohne sie in irgendeiner Weise 
einzuschranken. 

Beispiel 1 

HersteDung eines erfindungsgemaBen Tragers aus einem Glasobjekttrager 
ZunSchst wurde der Glasobjekttrager mh einer 20%igen waBrigen Losung ernes sauren Reinigers (Reacalc®, 
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Firraa Chemotec GmbH) in einem Ultraschalltauchbad 10 Minuten gereinigt AnschfieBend wurde der Ghsob- 
jekttrager mit Wasser und danacfa mit absolutem Ethanoi gespult und bei ca. 23° C getrocknet - 

Mit einem Mikrostempel wurde auf dem hydrophilen Trager die hydrophobe Beschichtung in Form von 
hydrophoben Ringen (siehe Fig. 1 bis 4) aufgebracht Zur Aufbringung der hydrophoben Schicht wurde eine 

1 %ige Hexadecyl-triroethoxy-silantosung in IsopropanoI/HzO (9 : 1) verwendet Der in die Silanldsung getauch- 
te Stempel wurde kurz — ca. 5 sec — auf den Trager gedruckt und anschlieBend wurde der Trager 15 Minuten 
bei 100°C getrocknet. Oberschussige SOanlosung wurde dnrch Eintauchen des Tragers fur ca. 1 Minute in 
Isopropanol/HzO (9 : 1) vom Trager entfernt Es wurden zwei Typen von Stempein zum Aufbringen von 12 bzw. 
25 MeBpunkten pro Quadratzentimeter verwendet 

Beispiel2 

Protease- Inhibitor- Assay mh den erfmdungsgemaBen Tragern 

Mit einem nach dem in Beispiel 1 beschriebenen Verfahren hergesteflten Trager wurde ein Protease-Inhibi- is 
tor- Assay durchgefuhrt 

In einer Kammer mil groBer 95% relativer Luftf euchtigkeit wurden mh einem Mikro-Doaersystem von der 
Firma Microdrop, Norderstedt, auf einem wie oben beschrieben hergesteilten Objekttrager 96 Proben mit 
jeweils 100 nl einer Losung von Fluoresceinisothiocyanat-markiertem Casein (20 ng/ml) in 10 mM Tris/HCl-Puf- 
fer (pH 8,5) aufgebracht Die Anordnung der Reaktionstropfchen erfolgte entsprechend der durch den Stempel 20 
aufgebracht en, hydrophoben Bereiche (= Sperrschichten) in 8 Rethen und 12 Spahen in einem Raster von 2 x 

2 mm. Die Brehe der hydrophoben Ringe war jeweils 0,4 mm. 

AnschlieBend wurde je 1 nl verschiedener Protease-Inhibitoren in einer 1 mM Konzentration in 10 mM 
Tris/HCl-Puffer (pH 8,5) mit dem Microdrop-Gerat zu den Reaktionsproben zugegeben. Die Zugabe erfolgte 
exakt in die vorher aufgebrachte fluoreszenzmarkierte Caseinlosung. Als Kontrolle wurde ein Kanofiter 10 mM 25 
Tris/HO-Puff er (pH 8,5) verwendet 

Zum SchluB wurden 10 nl der Protease Trypsin in einer Konzentradon von 10 mg/ml in Tris/HCl-Puffer (pH 
8,5) zur Reaktion gegeben. 

Die Reaktionstropfchen wurden anschlieBend zur Reduktion der Verdunstung entweder mit Minerals!, S3i- 
kondl oder mit Paraffin-OL das mit dem Microdrop-Dosiersystem aufgebracht wurde, abgedeckt 50 

Nach 30 Minuten Inkubationszeit wurde der Assay gemessen. Hierzu wurde von der Objekttragerunterseite 
mit Hilfe eines Invert-Fluoreszenzmikroskops mit linear polarisiertem Licht im Bereich von 450 bis 485 nm 
Fluoreszenz angeregt und im Bereich von 515 bis 530 nm detektiert Zur Detektion diente eine kuhlbare 
CCD-Kamera mh vorgeschaltetem motorisch drehbarem Polarisationsfilter. 

Es wurde die Anisotropic der Polarisation der Caseinmoiekule nach folgenden Gleichungen bestimmt: 35 

A » Isenfcrecht Z ^parallel ( X ) 

Isenkredxt + 2 X IparTilIel 

40 

P = SpgnKrgcfct Z I Mral3-gi (II) 

^senkrecht + ^parallel 

hierbei bedeutet: 45 
A die Anisotropic 
P die Polarisation 

IpmUd die gemessene Intensitat des Fluoreszenz-Lichtes bei einer Polarisation parallel zur Polarisation des 
Anregungstichtes und 

Iseokrecht die gemessene Intensitat des Fluoreszenz-Lichtes bei gekreuzten Polarisationsfiltern. 50 

Die Anisotropic tst ein Mafi fOr die rotatorische Diffusionskonstante von Molekfllen und kann als MaB zur 
Abschatzung der hydrodynamischen MolekulgrdBen eingesetzt werden (G. Weber, Biochemic, VoL 51, 1952, 
145-155). 

Wurde das Fluorescein-i so thiocyanat-markierte Protein von der Protease gespalten, so wurde eine Polarisa- 55 
tion im Bereich von 50 bis 75 x 10~ 3 gemessen. Wurde die Protease Trypsin inhibiert, so wurde eine Polarisation 
groBer 150 x 10"" 3 gemessen. 

Zur parallelen Auswertung aller 96 Reaktionsansatze wurde mit einem Objektiv aus einer Stereo-Lupe das 
gesamte MeBfeld mit den 96 MeBpunkten gleichzeitig erfaBt und mit einem BUdveraxbeitungsprogramm ausge- 
wertet w 

Beispiel 3 

Protease- Inhibitor- Assay mit 1536 parallelen MeBpunkten 



Es wurde ein Trypsin-Inhibitorassay wie unter Beispiel 2 beschrieben mit 1536 parallelen MeBpunkten auf der 
Gr6Be einer Mikrotiterplatte (siehe Fig. 2) durchgefuhrt - 
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Patentanspniche 

1. Fester Trager fur analytische MeBverfahren, der im wesentlichen aufgebaut ist aus einem inerten festen 
Tragermaterial, auf dem hydrophile MeBbereiche, die gegebenenfalls mit einer Obcrfladienladung verse- 
hen sind, durch mindestens eine hydrophobe Beschichtung voneinander getrennt sind, wobei auf dem 
Trager grdBer oder gleich 10 MeBpunkte pro an 2 aufgebracht sind. 

2. Fester Trager nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB die hydrophilen MeBbereiche durch 
mindestens eine durchgehende hydrophobe Beschichtung voneinander getrennt sind. 

3. Fester Trager nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die auf dem Trager aufgebracnten hydro- 
philen MeBbereiche durch unterbrochene hydrophobe Bereiche voneinander getrennt sind. 

4. Trager nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB man als Tragermaterial das, Keramik, 
Quarz, Metall Stein, Kunststoff, Gummi, Siliciiim oder Porzellan verwendet 

5. Trager nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man ein transparentes Tragermaterial 
ausgewahlt aus der Gruppe Glas, Quarz, Silicium oder Kunststoff verwendet 

6. Verfahren zur Herstelhing eines Tragers gemaB den Anspruchen 1 bis 5, dadurch pkennzeichnet, daB 
man den Trager mit mindestens einer hydrophoben Beschichtung versieht und die hydrophilen MeBberei- 
che mittels Mikrolithographie-, Photoatz-, Mikrodruck- oder Mikrostempekecfanik aufbnngt 

7. Verfahren zur Herstelhing eines Tragers gemaB den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
man einen hydrophilen oder hydrophilisierten Trager mittels Mikrofithographie-, Photoatz-, Mikrodruck- 
oder Mikrostempeltechnik in der Weise mit mindestens einer hydrophoben Beschichtung versieht, daB 
voneinander getrennte hydrophile MeBbereiche entstehen. m 

8. Verfahren zur HersteUung eines Tragers nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet daB man in 
den hydrophilen MeBbereichen des Tragers zusatzlich eine Oberflachenladung aufbringt 

9. Analytisches MeBverfahren, dadurch gekennzeichnet, daB man auf einem Ti^er geinaBden^prQchen 
1 bis 5 flussige Analysenproben, die gegebenenfalls mit einer hydrophoben Schicht abgededct werden 
konnen, in den hydrophilen MeBbereichen aufbringt und anarysiert. m 

10. Analytisches MeBverfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB man die analytische Mes- 
sung in nahezu wasserdampfgesattigter Atmosphare durchfuhrt. 

1 1. Analytisches MeBverfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB man die analytische 
Messung unter Kuhlung des Tragers durchfuhrt. . _ „ , e 

12. Verwendung eines Tragers gemaB den Anspruchen 1 bis 5 in der Diagnostik, m der Wirkstofrsuchfor- 
schung, in der kombinatorischen Chemie, im Pflanzenschmz, in der Toxikotogie oder un Umweltscfautzbe- 
reich. 



Hierzu 2 Seite(n) Zeichnungen 
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